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1 Bevezetés

Az idegrendszer mikodése régota foglalkoztatja az emberiséget,
bdviilo ismereteink mellett ugyanakkor a kérdések komplexitasa
1s fokozodott. Az alapvetden fontos kérdéseket szamos
tudomanyteriilet 6sszefogésaval — az anatdmiatol a molekularis
biologian at a rendszerelméletig — az idegtudomanyok hivatott
megvalaszolni. A mind koziil legérdekesebb, az emberi agy
mikddésének megértése tavoli cél, azonban az idegi mikodés
altalanos jelenségeinek vizsgalata tobb fajban is lehetséges,
lehetdséget adva a kiilonbozd fokuszu €s felbontasu in vitro, in
vivo ¢€s in silico vizsgalomddszerek valogatott alkalmazasara.

Az idegrendszer miikddése alapvetden az idegsejtek €s idegsejt-
csoportok 6sszehangolt, dinamikusan valtozo aktivalédasaként
¢s gatlodasaként irhatdo le. Egy idegsejt aktivalodasa vagy
gatlodéasa alapvetden ioncsatorndkon keresztiili ion-aramlas és
kovetkezményes membranpotencial-valtozas miatt fellépd
intracellularis molekularis valtozdsok eredménye. Ezen
folyamatokat tobbszinttl, Osszetett mechanizmusok
szabalyozzak.

Barmilyen funkcionalis miikodés alapja az idegsejteket és
idegrendszeri teriileteket Osszekotd kapcsolatok strukturdja,
ezért a neurondlis kapcsolati haldzat (an. konnektom) vizsgalata
a funkcié szempontjabol is fontos. A nagy meéretli, komplex
rendszerek — amilyen az idegrendszer is — leirdsaban jelentds
szerepe van a grafelméleti és halozatelméleti szemléletnek. Az
agy lényegében egy olyan halozat, amelyben a neuronok (a
halézat nodusai) szinapszisokon (a haldzat kapcsolatain)
keresztiil kommunikdlnak egymassal. Az idegrendszer
halozatelméleti megkozelitése, tobbek kozott, hozzajarulhat
bizonyos neurologiai megbetegedések jobb megértéséhez, azok
diagnosztikdjahoz, és prognosztikai célokat is szolgal. Jelenleg,



teljes kapcsolodasi halozat kizardlag a Caenorhabditis elegans-
ra vonatkozoan ismert.

A kozonséges fonalféreg Caenorhabditis elegans (C. elegans),
a rekonstrualt konnektom mellett, szamos ok miatt valt az
idegtudomanyi  kutatdsok  kedvelt modelljévé:  rovid
¢letciklussal, transzparens testtel és teljesen megszekvenalt
genommal rendelkezik. Génjei kb 40%-anak van human
ortologja. A hermafrodita féreg 302 egyedileg azonositott
neuronnal rendelkezik, amelyeket kb. 3000 kémiai és 600
elektromos  kapcsolat kot 0Ossze. Az  interneuronalis
kommunikéci6 az emlds rendszerekéhez hasonlo.

Az egyszerl szervezet ellenére a C. elegans meglepOen Osszetett
viselkedésformakra képes. Kiilonbozd kornyezeti ingerekre
eltérden €s adaptivan reagal, az ijonnan megtanult (elsésorban
mozgasi) viselkedést pedig hosszabb ideig is meg tudja Orizni.
A kiilonb6zé memoéria fazisokat (t.i. révid- és hosszatavu
memoria) sokrétli molekularis folyamatok vezérlik, amelyek
genetikai hatterét részben atfedo transzkripcios, transzlacios €s
poszt-transzlacidos mechanizmusok adjak. A tanulds, az
emlékezés €s a felejtés is egyedi genetikai szabalyozdkkal (is)
bir.

A szinaptikus plaszticitas strukturalis szinten a sejtvaz-elemek,
pl. az aktin-szerkezet atrendezddésében nyilvanul meg, igy a
citoszkeleton szabdlyozéi potencidlisan a tanuldssal ¢és
memoriaval 1s Osszefliggenek. Az RNS-kotd doménnel
rendelkezd Musashi fehérjecsalad tagjai (msi-1 C. elegans-ban,
msil/msi2 humanban) ilyen szabalyozok, mivel kapcsolatba
hoztak ket az aktin-elagazddas szabalyozasaval.

Alapvetd strukturalis informaciok, igy a szinaptikus kapcsolatok
tipusa és iranya  elektronmikroszkopia  segitségével
feltérképezhetdk, de Iényegi funkcionalis ismeretet (pl.
neurotranszmitter tipus, aktivalo vagy serkentd kapcsolat) altala



nem kapunk. Ugyanakkor a génexpresszi6 — 1igy a
neurotranszmitter €s receptor expresszid — neuron-specifikus
elemzése lehetdséget adhat a szinaptikus polaritdsok akar
rendszerszintli vizsgélatara.

2 Célkithzeés

Doktori tanulmanyaim célja a C. elegans idegrendszerének ¢és
viselkedésének  jobb  megértése  volt  kisérletes  ¢€s
halozattudomanyi modszerekkel. Munkam sordn kisérletesen
vizsgaltam a C. elegans averziv olfaktorikus hosszi tavi
memoriamitkddésének molekuldris folyamatait, genomikai ¢€s
egyedi gén szinten is. Vizsgéaltam a Musashi (MSI-1, msi-1)
memoriaban ¢és felejtésben betdltott neuron-specifikus szerepét,
¢s a kapcsolodod szubcelluldris szinaptikus folyamatokat.
Tovabba, célul tliztem ki a hossza tdvli memoria farmakologiai
modulécigjat.

Mint minden viselkedésforma, a tanulas és az emlékezés is
komplex, de meghatarozott szinaptikus infrastruktiraban
1étrejovo neurobiologiai aktivitas eredménye. Célul tiztem ki a
C. elegans konnektdm rendszerszintli elemzését, strukturalis €s
génexpresszids adatok felhasznalasaval a funkciondlis,
elsdsorban a kémiai szinapszisok polaritdsdra vonatkozo
specifikus ismeretek bovitését.

A doktori értekezés célja a C. elegans idegrendszerének jobb
megismerésén keresztiil a komplexebb rendszerek — végsd soron
az emberi agy — megértés¢hez valo hozzajarulas volt.



3 Mobdszerek

Az értekezéshez hasonloan, ebben a fejezetben — a Doktori
Iskola  iranymutatdsdinak  megfeleléoen — a  kordbbi
publikacidkban mar ko6zolt modszerek nem keriilnek tételes
bemutatasra.

A farmakologiai kisérletekhez az alabbi torzseket hasznaltuk
szereztik be a C. elegans Genetic Center-bol (Minneapolis,
USA): vad tipust Bristol torzs N2 varidns; crh-1(tz2); msi-
i(os1). Egy 0j kondicionalasi protokollt fejlesztettiink ki, amely
lehetdvée tette a farmakologiai kezelést az averziv kondicionalés
soran is. A hagyomanyos CTX-lemezen torténd kondicionalas
helyett a férgeket 15 ml 5% w/v-os mannoz oldatban
kondicionaltuk 0,02% diacetyl jelenlétében. Az oldatok 1%
dimetil-szulfoxidot tartalmaztak a megfeleld6 oldhatosag
érdekében. A tesztelt hatéanyagok valtozéd koncentracidoban (10-
500 puM) keriiltek alkalmazasra. Az L4 stadiuma, OPS50
baktériummal jol taplalt férgeket 15 ml-es Falcon csévekben
kétszer atmostuk CTX oldattal. A férgeket folyadékban a
kondicionalast megeldzdéen (1 ora), annak soran (2x1 oOra),
illetve azt kovetden (0,5 ora) kezeltiik.

A szinaptikus eldjelek predikcidjdhoz a  WormWiring
hermafrodita konnektom kémiai szinapszis alhaldzatat (3.638
kapcsolat/20.589 szinapszis és 297 neuron) hasznaltuk. A
neurons-specifikus neurotranszmitter- és receptor
génexpresszios adatbazist kordbbi publikiciok és a Wormbase
Kiértékelést a harom dominans kémiai neurotranszmitterre
(glutamat, acetilkolin, GABA) specifikus ionotrop receptor
alegységekre vonatkozdéan végeztiink, bindris jelleggel
(expresszalt — nem expresszalt).



A szinaptikus polaritasok predikcidjat a preszinaptikus
neuronok neurotranszmitter expresszidja ¢és a posztszinaptikus
neuronok receptor gén expresszioja alapjan végeztiik, osszetett
logikai  fliggvények alkalmazasdval. A  szinapszisokat
serkentonek (vagy gatlonak) prediktaltuk, amennyiben
kizarolag kation (vagy anion) csatorna receptor gének voltak
tarsithatok a preszinaptikus neurotranszmitterhez; komplexnek
prediktaltuk, ha mindkét tipusu receptor gén expresszalddott; €s
ismeretlennek, amennyiben semmilyen receptor gén nem volt
tarsithat6 a neurotranszmitterrel. Az algoritmusok elérhetk az
alabbi honlapon: http://EleganSign.linkgroup.hu.




4 Eredmények

4.1 Hosszu tdvii memoria soran megfigyelhetd
genexpresszios mintak

A memoria kialakulasdhoz €s hossz tava konszolidaciojahoz
transzkripcid ¢és transzlacid is sziikséges. Az ¢érintett gének
azonositasa érdekében microarray vizsgalatot végeztiink
neuronalisan  halmozott RNS-en, a memoria-indukcidt
megeldzd ¢és kovetd tobb iddpontban. Azonositottunk 538
feliilszabalyozott és 174 leszabalyozott gént. Az aktivalt gének
50%-t paradigma-fiiggetlen, altaldnos hosszii td&vii memoria
génként azonositottuk, amelyek tobbsége CREB-fiiggd génként
ismert (1. bra).

averziv HTAM

269

1. abra. A feliilszabalyozott gének megoszlasa. Az 538
averziv kondicionalast kovetden feliilszabalyozott gén 50%-a
pozitiv kondicionalast kovetéen is feliilszabalyozott, egy
korabbi publikacid alapjan. Ezen gének koziil 126 CREB-
fliggetlen, mig 143 CREB-fiiggd mddon szabalyozott.



4.2 CREB-modulatorok hatasa a hosszl tava
memoriara

Mig a CREB-aktivitas befolydsa a kognitiv funkciéra és a
memoriara ismert, egyelore nincs torzskonyvezett hatdéanyag,
amely a memoridt a CREB-modulacion keresztiil javitana.
Kisérleteinkben két, CREB-et célz6 farmakofér memoriara
gyakorolt hatdsat vizsgaltuk C. elegansban egy ujonnan
kifejlesztett vizsgdlati moddszerrel. A  Naphthol AS-E
alkalmazasakor meghosszabbodott averziv memoriat figyeltiink
meg, mig a 666-151 jelii anyag alkalmazasakor hatdst nem
észleltiink.

4.3 A MSI-1 szabalyozza a hosszl tava
memoriat / felejtést a citoszkeleton-
atrendezOd¢s transzlacids szabalyozasa
altal

A citoszkeleton-, azon beliil is az aktin-atrendez0dés szinaptikus
plaszticitasban valdo részvétele régota ismert. Nemrég
felismerték, hogy a Musashi, egy neuronalisan expresszalt RNS-
kot fehérje interakcidba 1ép az Arp2/3 aktin eldgazodast
szabalyozd  fehérje-komplex alegységeinek mRNS-ével,
potencialis memoria-szabalyozoként megjeldlve azt.

Munkénk soran a Musashi (C. elegansban msi-1) averziv
olfaktorikus tanuldsban ¢és memoriaban betoltott szerepét
vizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy a msi-1(lf) funkcidvesztd
mutans torzs intakt tanulasi, de megnytlt memoria fenotipussal
rendelkezik. A fenotipus aspecifikus és AVA interneuronra
specifikus MSI-1 re-expresszioval egyarant menekithetd.
Vagyis, a msi-1 valdszinilisithetben az AVA interneuronban
expresszalodva fejti ki memoriat roviditd hatasat. Kimutattuk,
hogy a MSI-1 alulszabalyozza a citoszkeletdlis aktin-



eladgazodast  regulalo  Arp2/3  fehérjekomplex  harom
alegységének transzlacidjat (arx-1, arx-2, arx-3). Tovéabba, az
AVA interneuronban megfigyeltik az ARX-2 szubcellularis
kolokalizacigjat F-aktin és GLR-1 glutamat receptor fehérjékkel
(2. abra).

Mindezek arra utalnak, hogy a MSI-1 a memorianyomok
torlését (felejtését) a glutamaterg szinapszisok strukturélis
atrendezddésén keresztiil szabalyozza.

A B
e o :
utrCH::GFP utrCH::RFP
a}x-2::GFP : : : 0%

2. abra. Konfokalis mikroszkopos felvételek az AVA
interneuronrdl. A Az F-aktin eloszlasat az eliilsé duclancban GFP-
fuzionalt utrophin CH-val detektaltuk (felsé panel, zld), mig a GLR-1-
t RFP-vel fuzionaltuk (kdz€épso panel, piros). A kolokalizaciot sarga szin
jelzi. B Az F-actin (fels6 panel, piros) és az ARX-2 (k6zéps6 panel, zold)
eloszlasa az eliilsd diclanc vonaldban az AVA interneuronban. A
kolokalizaciot sarga szin jelzi. Az yz-irany metszet sikjat a pontozott
vonal jelzi. A skala Imm-es.

4.4 Polaritas predikcio a C. elegans ionotrop
kémiai szinapszisok haldzataban

A jelenleg elérhet6 strukturalis konnektémok hianyossaga, hogy
nem rendelkeznek pontos informaciéval a polaritasokrol, vagyis
hogy mely szinapszis serkentd €s melyik gatlé. Az ionotrop
kémiai  neurotranszmisszi® soran a  preszinaptikusan



felszabadulo neurotranszmitterek ~ a  posztszinaptikus
membranon elhelyezkedd ligand-fliggo ioncsatorna
receptorokat aktivaljak, ami ionok be- €és kidramlasan keresztiil
a posztszinaptikus neuron aktivalodasahoz vagy gatlédasdhoz
vezet. Habar kordbbi modellekben a preszinaptikusan
felszabaduld neurotranszmitter tipusa alapjan hataroztak meg a
kapcsolat serkentd vagy gatlo mivoltat (pl. a glutamaterg
kapcsolat serkentd), mi egy olyan modellt javasoltunk,
amelyben a posztszinaptikus receptor expresszid egyarant fontos
tényezoként szerepel.

Az ionotrop kémiai kapcsolatok polaritdsanak predikcioja soran
elséként egy neuron-specifikus génexpresszios térképet
allitottunk 6ssze a Wormbase adatbazis és korabbi publikaciok
alapjan. Az ionotrép receptor géneket hat csoportba osztottuk az
neurotranszmitter partner (glutamat, acetilkolin és GABA),
illetve az ioncsatorna feltételezett tipusa (kation- vagy anion-
csatorna, vagyis serkentd vagy gatlo) alapjan. Ezt kovetden
létrehoztunk egy algoritmust, amely szinaptikus polaritast
prediktal preszinaptikus neurotranszmitter €s posztszinaptikus
receptor gén expresszio alapjdn. A szinapszisokat serkentonek
(gatlonak) prediktaltuk, amennyiben megfeleld
neurotranszmitter expresszid mellett kizarolag kation (anion)
csatorna receptor gének expresszalddtak posztszinaptikusan;
valamint komplexnek, amennyiben mindkét tipusi receptorra
volt expresszids adat. Eszkozilinkkel a 20.589 kémiai szinapszis
73%-ban sikertlt eldjelet prediktalnunk, amely szerint 9.034
szinapszis serkentd, 2.580 gatlo és 3.431 komplex (3. 4bra).

A fenti predikcidés modszerrel a serkentd és gatldo szinapszisok
aranya (exciticids:inhibicios [E:I] ardny) 4:1. Ez az ardny
beleillik az egyéb, stabil halézatokban megfigyelt E:I
aranyokba, ugyanakor jelentésen kiilonbozik a kizardlag
neurotranszmitter expresszion alapuld predikcioval kapott
aranytol.



Kiemelendd, hogy bizonyos szinapszis alcsoportokban az E:I
arany jelentds kiilonbozdéségeket mutatott: példaul a
motoneuronokat a  szenzoros neuronokkal  Osszekotd
szinapszisok esetén az E:I arany 1:10, mig az interneuronok ¢&s
motoneuronok kozotti kapcesolatoknal 14:1 volt. Megfigyeltiik,
hogy a kommunikdcids szempontbol eléremutatd (szenzor—
inter—motor) irdnyban excitacios talstly van, mig a hatramutato
(motor-inter-szenzor) irdnyban gatlé talsuly.

Prediktalt polaritas

B Serkenid

- G

- Komplex

Nem prodiktait

3. abra. A C. elegans kémiai szinapszisai altal alkotott
halozat. A haldzatos abrazolas a Cytoscape EntOpt plugin-
jével tortént. Az élek a serkentd (kék), gatldo (piros) és
komplex (fekete) kapcsolatokat abrazoljak, a csomdpontok a
neuronokat.

A polaritas predikcios eszkoz az alabbi honlapon publikusan
elérhetd: http://EleganSign.linkgroup.hu. Az alkalmazott kodok
az alabbi GitHub oldalon érhetdk el: https://github.com/bank-
fenyves/CeConn-SignPrediction.
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5 Kovetkeztetés

E doktori értekezésben 6sszefoglalt munkank soran a C. elegans
idegrendszerét vizsgaltuk kisérletes, haldézattudomanyi és in
silico médszerekkel.

1.

Feltérképeztink szamos, a tanuldssal, memoriaval és
felejtéssel Osszefiiggd molekuldris mechanizmust.
Azonositottunk 143 CREB-fliggé, de a tanulési
paradigmatol fiiggetlen, a hosszl tdvii memoria soran
feliilexpresszalt gént. Felvetettiik, hogy a hossza tava
memoria CREB-en keresztiili farmakoldgiai
modulécidja lehetséges, amely eredményiinket tovabbi
kisérletekben sziikséges validalni.

Megallapitottuk, hogy az RNS-k6td Musashi fehérje
(msi-1) a memoria aktiv negativ szabalyozoja, amely
funkcidé elsésorban az AVA interneuronban, az aktin
citoszkeleton atrendezddés modulalasan  keresztiil
valésul meg. Mivel a Musashi humén ortologgal is
rendelkezik, e mechanizmus potencidlis klinikai
relevanciaval is bir.

Osszeallitottunk egy egyedi neurotranszmitter és
receptor gén expresszids adatbazist €s kifejlesztettiink
egy algoritmust, amely ezen adatok alapjan prediktalja a
kémiai szinapszisok polaritasat a teljes halozatban. A
szinapszisok 73%-ara vonatkozoan végeztiink predikciot
¢s megmutattuk, hogy a stabil valdés halézatokban
megfigyelt serkentd-gatld aranyhoz hasonld egyensuly
prediktalhaté a C. elegans ionotrop kémiai haldzatban is
(E:I = 4:1). Eredményeink alapjan a szinaptikus
polaritdsok  predikciojdhoz a  preszinaptikus €s
posztszinaptikus tulajdonsagok egyiittes
figyelembevétele sziikséges. A konnektdmban a szenzor
» motor iranyban serkentd, mig az ellentétes irdnyban
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gatlo talsulyt figyeltiink meg, amely a funkcionélisan
iranyitott jelfeldolgozo rendszerek sajatja.
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